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(54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF AN ANTIVIRAL AGENT 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES ANTIVIRALEN MITTELS 

(57) Abstract 

The present invention relates to a method for the production of an antiviral agent, wherein blood containing virus and antigens is heated 
at a temperature approximately higher than 50° C in the presence of protein crosslinking agents, preferably formaldehyde, p-formaldehyde 
and/or phenol or phenol derivatives. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines antiviralen Mittels, bei welchem man erfindungsgemaG Viren 
und Antigene enthaltendes Blut in Gegenwart von Proteine quervemetzenden Mitteln wie vorzugsweise Formaldehyd, p-Formaldehyd 
und/oder Phenol oder Phenolderivaten auf Temperaturen von Uber etwa 50 °C erwarmt. 
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Verfahren zur Herstellung eines antiviralen Mittels 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neuartiges Verfahren zur Herstellung eines 
antiviralen Mittels. 

Es ist bekannt, daG Viren nicht oder nur ungeniigend im menschlichen oder dem 
Tierk6rper bekampft werden kSnnen. So ist es bis heute nicht gelungen, 
HIV-positive Patienten zu heilen. Dies kann darauf zuruckgefuhrt werden, dad die 
Viren ihre Form individuell und uber die Zeit zu andern imstande sind, so daR 
vorhandene Wirkungsmechanismen ausgeschaltet werden. 

Die vorliegende Erfindung hat sich demgegeniiber die Aufgabe gestellt, ein anti- 
virales Mittel zur Verfugung zu stellen, das spezifisch zu wirken und damit die 
Heilungschancen wesentlich zu verbessern in der Lage ist. 

Die Lbsung gelingt mit einem Verfahren gemaS Hauptanspruch. Vorteilhafte 
Ausgestaltungen dieses Verfahrens finden sich in den Unteranspruchen. 

Das erfindungsgemSSe Mittel stellt eine Autovakzine dar, die z. B. bei entspre- 
chender Aufarbeitung subkutan oder peroral Qber die Schleimhaut verabreicht 
werden kann. 

Durch die Behandlung patienteneigenen Blutes bei erhOhten Temperaturen in 
Gegenwart quervernetzender Reagenzien wie z. B. (p)Formaldehyd oder Phenol 
werden alle im Blut enthaltenen Proteine individuell quervernetzt und dadurch 
denaturiert, d. h. es wird auf das Virus bzw. das im Blut enthaltene Antigen in 
einer spezifischen Weise eingewirkt, was uberraschenderweise nach 
gegebenenfalls mehrfacher Applikation zu einer Virensuppression fuhrt. 

Das entnommene Blut wird wahrend der Abnahme und danach durch mecha- 
nische Einwirkung bzw. durch chemische Gerinnungshemmer wie z. B. EDTA, 
Heparin und Hirudin flussig gehalten, urn eine gute Verteilung des Vernetzungs- 
mittels zu gewahrleisten. 
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Durch die Denaturierungsbehandlung verfestigt sich das Blut und es formen sich 
die eine anti-Erreger-spezifische Immunantwort induzierenden Partikel. Das 
verfestigte Blut wird zur Anwendung verflussigt, wobei man z. B. unter Ruhren 
pyrogenfreie physiologische Kochsalzlosung eintragt. 

Zur Hersteliung einer (subkutan zu verabreichenden) Vakzine wird das Blut uber 
Filter mit PorengroSen von etwa 400 pm filtriert. Das verflussigte Mittel kann dem 
Patienten auch uber die Schleimhaute des Mund/Rachenraumes (Gurgeln) 
verabreicht werden. 

Das rnechanische Aufrechterhalten der FlieSfahigkeit des Blutes bei der Abnahme 
und danach, d. h. die Zerstorung von Fibrin, kann in an sich bekannter Weise 
durch Schutteln in Gegenwart von Glasperlen vorgenommen werden. 

Soweit die zu bekampfenden Viren vorzugsweise an die Lymphocyten gebunden 
sind, d.h. in den begleitenden Erythrocyten und im Serum nur in geringer Menge 
vorkommen, la&t sich eine Anreicherung dadurch erreichen, dafc die Erythrocyten 
in bekannter Weise zunachst lysiert werden und Serum und lysierte Erythrocyten 
anschlieBend durch Zentrifugieren von den Lymphocyten getrennt werden. Durch 
Resuspendieren der Lymphocytenfraktion in physiologischer Kochsalzlosung oder 
in PBS (phosphate buffered saline) kann dann eine geeignete Konzentration 
hergestellt werden, die dann wie das Vollblut mit quervernetzenden Mitteln 
behandelt wird, urn die erfindungsgemaSe Vakzine herzustellen. Bei Viren, die in 
hoher Konzentration im Blutserum vorkommen (z.B. Hepatitis B- und C-Vireii, 
deren Ursprung die Leber ist sowie andere vergleichbare Viren, die im Blut 
vorkommen aber ihren Ursprung nicht in den Blutzellen haben), ist das Verfahren 
zur Lyse der Erythrocyten nicht sinnvoll, da die Viren nach Abzentrifugation der 
Lymphocyten in dem die lysierten Erythrocyten enthaltenden, zu verwerfenden 
Oberstand verbleiben. 

Eine weitere Abwandlung des Protokolls stellt die Trennung der 
Lymphocytenfraktion von den im Blut vorkommenden Viren uber 10 minutige 
Zentrifugation der Lymphocyten nach erfolgter Erythrocyten-Lyse dar. 
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Nachfolgend werden sowohl die Viren als auch die Lymphocyten in Kultur 
genommen. Nach erfolgreicher Virusanzucht werden die praparierten Viren zur 
Infektion der kultivierten Lymphocyten eingesetzt urn nach einigen Tagen nach . 
dem Herstellungsrezept der Autovakzine behandelt zu werden. 

Die Viren konnen uber routinemafiig anwendbare Praparationstechniken gereinigt 
werden, die Kultur der Lymphocyten setzt, ebenfalls etablierte, Methoden zur 
Zellkultur voraus. Die Kulturmedien sollten serumfreie Supplemente haben oder 
vom Patienten gewonnenes, inaktiviertes Serum als Proteinquelle enthalten. In 
jedem Fall ist hier besonderer Wert auf eine Sensibilitatstestung zu legen, da der 
Anteil korperfremder Substanzen relativ hoch liegt. 

Die Methode ist z.B. fur Hepatitis B Viren applikabel. Ziel dieser Behandlung bleibt 
es, die Autovakzine den in vivo-Verhaltnissen moglichst weit anzugleichen, soil 
heiSen, nicht nur die Viren als ausldsende Erreger einer chronischen/ 
persistierenden/rezidivierenden Infektion werden dehaturiert sondern auch die 
Immunzellen, die mit diesen Viren in Kontakt kommen sowie die auf diesen 
Immunzellen exprimierten Oberflachenrezeptoren zur Antigenprasentation. Gber 
die Abtrennung der Lymphocyten wird wie oben eine etwas "appetitlichere" 
Erscheinung der Autovakzine erreicht. 

Eine zusatzliche Abwandlung des Protokolls stellt die Ultraschallbehandlung der, 
wie oben beschrieben, gewonnenen Lymphocyten dar. Hierzu wird mit einer 
etablierten Ultraschallbehandlung eine Zerstorung der Zellen und damit eine 
Fraktionierung der Virusproteine als auch der mit Virusprotein assoziierten 
Oberflachenrezeptoren ermoglicht. Diese Fraktionen unterliegen in der 
nachfolgenden Formalin- (oder durch andere Quervernetzer erreichten) 
Denaturierung ebenfalls einer Quervernetzung. 

Fur die Quervernetzung der Proteine hat sich Formalin als besonders geeignet 
herausgestellt, dieses wird dem Blut in einer Menge von mindestens etwa 0,1 bis 
etwa 1,0 Volumenprozent in Form einer gesattigten Formalinlosung zugegeben. 



WO 00/24420 



PCT/EP99/07588 



4 



Die Denaturierungstemperatur liegt bei Gber 50° C, vorzugsweise bei zwischen 80 
und 85° C, wobei man diese Temperatur etwa 2 Stunden aufrechterhalt. 

Der Wirkung des erfindungsgemaBen Mittels liegt folgendes zugrunde. 

Der Beg riff Autovakzine beschreibt eine therapeutische Maftnahme, bei der als 
wirksames Agens gegen eine bakterielle chronische Infektion Erreger vom Infek- 
tionsort entnommen, je nach Fall als Reinkultur gewonnen und anschlieliend 
physikalisch und/oder chemisch verandert werden. 

Im konkreten Fall bedeutet das, dali fur virale Erkrankungen, bei denen der 
Erreger im Blut Oder zeitweise im Blut befindlich ist, dieses durch simultane 
Anwendung von Warme und Formaldehyd behandelt wird. Diese Behandlung des 
Blutes und des Antigens (des Erregers) fuhrt zu einer Veranderung der antigenen 
Eigenschaften durch Denaturierung der Proteine (Warine) bei gleichzeitiger 
Quervernetzung (Formalin bzw. Formaldehyd oder Para-Formaldehyd Oder 
Phenol bzw. seine Derivate). Diese Denaturierung plus Quervernetzung fuhrt 
dazu, dafi das Antigen (der Erreger) dem Immunsystem in einer anderen als der 
nativen Weise zuganglich wird. Daraus ergibt sich, dafc auch Erreger, die im 
nativen Zustand moglicherweise unerkannt bteiben oder eine nicht adaquate Form 
der Immunantwort induzieren (chronisch inflammatorischer Verlauf o. a.), abge- 
wehrt werden konnen. Hinzu kommt im Falle des Vollbluts, daS die lymphotropen 
Viren wie HIV auch in ihren unterschiedlichen Formen bei der Infektion der Zelle, 
bzw. bei der Freisetzung aus der Zelle oder in Interaktion mit bestimmten 
Bestandteilen/Rezeptoren der Zelle denaturiert, quervernetzt und fur den Kontakt 
mit den antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems aufbereitet und zur 
Verfugung gestellt werden. 

Diese Uberlegungen werden durch umfangreiche Untersuchungen sowohl mit 
tierischen als'auch zum Teil mit menschlichen Patienten gestUtzt. Grdfitenteils 
handelte es sich dabei urn chronisch persistierende oder rezidivierende Infektio- 
nen. Man kann also davon ausgehen, dad das Antigen dem Immunsystem grund- 
satzlich zuganglich war Nach Applikation des Antigens in denaturierter und quer- 
vernetzter Form kam es in den meisten Fallen in weniger als vier Wochen zur 
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Heilung der Infektion. Dies kann nur durch die beschriebene veranderte 
Prasentationsform des Antigens durch Warme und Formaldehyd erklart werden. 

Unsere experimentellen Daten deuten darauf hin, daB tatsSchlich eine Verande- 
rung in der Lage der Immunantwort nach Applikation der Autovakzine stattfindet. 
Diese Veranderung besteht, vereinfacht dargestellt, in einem Wechsel von einer 
inflammatorischen (Th1-) zu einer Helferzell-vermittelten (Th2-) Antwort. Aufgrund 
der Th2-Antwort gelingt es dem Immunsystem dann, den Erreger, der vorher zu 
einer chronisch inflammatorischen Situation gefuhrt hat, zu eliminieren. Im Falle 
von HIV wird postuliert, daB es nach Applikation der erfindungsgemaSen Vakzine 
zu einer schutzenden zytotoxischen T-Zell-Reaktion und gleichzeitig zu einer 
Veranderung in der Antikorperqualitat kommt. 

Ausfuhrungsbeispiel 

100 ml Blut werden in eine sterile 500ml-Flasche eingebracht, in der sich ca. 50 
sterile Glasperlen (Durchmesser 3-5 mm) befinden und wShrend der Abnahme 
und danach geschuttelt, urn das Blut zu defibrinieren. Nach dem vollstandigen 
Eintrag wurde 1 0 Minuten weitergeschuttelt, das Blut blieb flussig. 

Unter weiterem Schutteln wurden 0,5 ml einer gesattigten, chemisch reinen 
Formalinlosung zugegeben. Danach wurde die Flasche in ein Wasserbad gestellt 
und die Wassertemperatur langsam auf > 80° C < 85° C gebracht und 2 Stunden 
gehalten, dabei verfestigte sich die Masse. 

AnschlieSend wurde auf das feste (schokoladisierte) Blut 200 ml sterile, pyrogen- 
freie physiologische NaCI-Lbsung gegeben und die Flasche solange geschuttelt, 
bis die Glasperlen wiederfrei waren und die Masse optisch homogen und flussig. 
Danach wurde der Flascheninhalt auf ein steriles Sieb (Kanteniange der Maschen 
ca. 400 urn) gegeben und mit einem sterilen Loffel durchpassiert. 

Die Flasche enthalt neben dem Blut 66 % phys. NaCI-Losung sowie 0,5 ml einer 
gesattigten Formalin-Losung. 



WO 00/24420 



PCT/EP99/07588 



6 



Das Praparat wurde anschlieftend fur 24 Stunden bei 37° C bebrutet. 

Nach einer Sterilitatsuntersuchung wurde die Autovakzine gemafc nachstehendem 
Protokoll an einen Patienten abgegeben. 

Fur die Autovakzine-Behandlung wurde ein freiwiliiger Patient ausgewahlt, der 
nach Auskunft seines behandelnden Spezialisten eine "HIV-infektion nach CDC 
Stadion C 3 mit Thrombocytopenie" aufwies, sowie weiterhin eine chronisch 
persistierende Hepatitis C und weitere Begleitkrankheiten, u. a. eine atypische 
Mycobacteriose. Aus ethischen und medizinischen Grunden war es nicht vertret- 
bar, auf eine gleichzeitige Behandlung mit antiviralen Mitteln wahrend der Auto- 
vakzine-Therapie zu verzichten. 

Von dem Patienten lagen bezuglich der Hl-Viruslast folgende Vorwerte unter 
Behandlung mit antiviralen Medikamenten vor: 

Arztbrief: 3700 / pi 

Bestimmung 3 Monate spater 

(vor Beginn der Autovakzine-Therapie): 2500 / pi 

Es wurde mit Vollblut des Patienten eine Autovakzine hergestellt, wie oben darge- 
legt. Die Applikation erfolgte einem spezifischen Schema folgend subcutan und 
peroral. 

Dem Patienten wurde vor Beginn der Behandlung, 7 Tage, drei Wochen und acht 
Wochen nach der ersten Applikation der Autovakzine heparinisiertes Vollblut 
entnommen. Daraus wurden nach Standardverfahren uber Ficoll die Lymphocyten 
gereinigt, Serum abgenommen und eingefroren und mit den Lymphocyten mittels 
spezifischer monoklonaler AntikQrper die relativen Anteile der CD4-, CD8-, CD21- 
und CD3- (nicht zum ersten Termin) positiven Zellen im Durchflufccytometer 
bestimmt. Aus dem Serum wurde nach AbschluR des Versuchs der Neopterin- 
Wert bestimmt. 
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Bei der Preparation der Lymphocyten zeigte sich vom ersten zum vierten Termin 
eine deutliche Zunahme der Zellausbeute pro ml Vollblut (Anmerkung: diese kann 
naturlicherweise schwanken), wobei der Anteil kontaminierender Zellen wie 
Granulocyten und Thrombocyten, die bei dieser Preparation immer anfallen, 
deutlich zuruckging. Im Verlauf der Behandlung zeigte sich eine deutliche 
Zunahme der CD4-, CD8- und CD3-positiven Zellen, Die CD8-positiven Zellen 
stiegen dabei nach unseren Messungen deutlich uber den Normwert an. CD21- 
positive Zellen stiegen drei Wochen nach Beginn der Autovakzine-Behandlung an, 
fielen dann jedoch wieder ab, blieben dabei aber immer im Normbereich. Der 
Index CD4/CD8 lag bei der letzten Untersuchung bei 0,5 (Norm: 1.0 - 2.3), der 
Anteil der CD8-positiven Zellen lag jedoch weit uber dem Normwert (49,9 % 
gemessen durch unabhangiges Labor, 17-35 % Normwert), was allgemein als 
Zeichen einer verstarkten zytotoxischen Abwehr gegen intrazellulare Pathogene, 
vorwiegend Viren, gewertet werden kann. 

Der Neopterinwert (Parameter zur Verlaufskontrolle viraler sowie intrazellularer 
Infektionen) im Serum war vor der Autovakzine erhdht, schwankte im Verlauf der 
Untersuchungen, lag nach Abschluli aber hdher als zu Beginn (die Hohe des 
Neopterin-Spiegels wird allerdings auch durch Mycobacterien-lnfektionen beein- 
flufct, bzw. allgemein durch inflammatorische Prozesse vom Th1-Typ, bei denen 
Interferon y freigesetzt wird). 

Daneben zeigte der Patient physiologische Reaktionen. Etwa 30 h nach der 
ersten Applikation der Vakzine reagierte er mit subfebrilen Temperaturen (aber 
keinerlei Entziindungszeichen an der Injektionsstelle) und leichtem Durchfali; was 
auf eine Immunreaktion schlieBen laSt. Im Verlauf der darauffolgenden Wochen 
zeigte der Patient nach Auskunft der behandelnden Arztin eine bleibende 
Gewichtszunahme sowie eine deutliche Besserung des Allgemeinzustandes. 

Bestimmung der Hl-Viruslast nach AbschluS derTherapie < 50 / pi (entspricht 
Normbereich, dieser Wert wurde durch insgesamt vier voneinander unabhangigen 
Untersuchungen erhoben), jedoch positivfur HIV-Provirus-DNA (Genbereich gag). 
Dieser Befund deutet lediglich an, dali provirale DNA vorhanden ist, ISBt aber 
keine Aussage uber die tatsachliche Viruslast Oder den Status einer floriden 
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Infektion zu (zur Messung der Viruslast wird die virale RNA gemessen, nach 
Zelltod freigesetzte DNA kann unter Umstanden sehr lange nachweisbar sein). 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Herstellung eines antiviralen Mittels, dadurch gekennzeichnet, 
daS man Viren und Antigene enthaltendes Blut in Gegenwart von Proteine 
quervernetzenden Mitteln wie vorzugsweise Formaldehyd, p-Formaldehyd 
und/oder Phenol oder Phenolderivaten auf Temperaturen von uber etwa 50° C 
erwarmt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man das Blut 
wahrend der Abnahme vom Patienten und danach durch Agitieren oder 
allgemeine Gerinnungshemmer flussig halt. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft man das 
verfestigte Blut mit pyrbgenfreier physiologischer Kochsalzlosung und mit Hilfe 
der in der Flasche befindlichen Glasperlen verflussigt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daG 
man das Blut zur Herstellung einer Vakzine durch ein engporiges Filter 
passiert. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Agitation und die Verflussigung durch die Kochsalzlosungszugabe 
durch Schutteln in Gegenwart von Glasperlen durchfiihrt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafc 
dem Blut 0,3 bis 1 ,0, vorzugsweise 0,5 Volumenprozent einer gesattigten 
Formalinlosung zugegeben werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da& 
man das Blut in Gegenwart des quervernetzenden Mittels auf Temperaturen 
von etwa 55 bis 85° C erwarmt und diese Temperatur etwa 2 Stunden halt. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Blut zunachst einer Erythrocytenlyse unterworfen, die Lymphocytenfraktion 
abzentrifugiert, in physiologischer Kochsalzlosung oder PBS resuspendiert . 
wird und danach mit den quervernetzenden Mitteln behandelt wird. 



9. Denaturierte Antigene und Viren, erhaitlich nach einem der Anspruche 1 bis 8. 



10. Antivirales Mittel, enthaltend durch Denaturierung gemaB Anspruch 1 bis 8 
hergestellte Antigene und/oder Viren. 
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